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Beachrelbung 



Bel der gentechnischen Herstellung eukaryotischer Proteine wird in Bakterien hStifig nur eine geringe 
Ausbeute erhallen. insbesondere bei Meinen Proteinen mil einem Molgdwicht bis zu etwa 15 000 Oalton 
deren Strukturen DisuHidbrQcken emhalten. Man nimmt an. daB die gebildeten Proteine durch wfrtseigene' 
Proteasen rasch abgebaut warden. Man konstruiert deshalb zweckmSBig Genstrukturen. die IQr Fusionapro- 
leine oodieren. wobei der unerwQnachte Anteil des Fusionsprotelns ein wirtseigenes Protein ist, das nach 
der Isolation der Primirproduktes nach an sich bekannten Methoden abgespalten wird. 

Es wurde nun Qberraschenderweise gefunden. dafl ein N-terminaler Anteil von lnterleukin-2 der im 
wesentlichen den ersten 100 Aminosduren emspricht. besonders gut zur Herstellung von Fuslonaproteinen 
geeignet ist. Man ertiSIt also als Primirprodukt ein Fusionsprotein. das v5llig oder zum ganz Uberwiegen- 
den Teil aus eukaryotischen Proteinsequenzen besteht Ubenraschenderweise wird dieses Protein offenbar 
in dem betrefffenden VWrtsorganlsmus nicht als Frenwlprotein erkanm und nicht solort wieder abgebaut. Ein 
weiterer Vorteil ist. daB die erfindungsgemaflen Fusionsproteine schwer lOslich bis unldslich sind und sicti 
somit ernfach, zweclanaBig durch Zentrifugalion, von den I68tichen Proteinen abtrennen lassen. 

Da es erfindungsgemaB hinsichtlich der Funktion als "Ballast-Anteli- des Fusionsprotelns nfcht darauf 
ankomnnt. daB der fnteneukin-2-Anteil ein biotogisch aktives MoiekQI darstellt. kommt es insofem aucti nfcfrt 
auf die exakte Struktur des lnterleukin-^Ante^ls an. Es genOgt hierfOr, daB im wesenttk:hen die eraten 100 
N-tenninaJen Aminosauren vorliegen. Es ist also beispielswetse moglich. am N-Terminus VariatkNwn 
vorzunehmen. die eine SpaKung des Fusionsproteine eriauben, falls das erwUnschte Protein N-lermlnal 
dazu angeordnet ist. Umgekehrt kann man C-terminal Variationen vomehmen, urn die Abspaltung des 
gewQnschten Proteins zu emndglichen oder zu erleictitem, falls dieses im Fusionsprotein - wie Ublnh - C- 
terminal gebunden ist 

Die fOr Humafi-lnterleukin-2, im ftolgenden "11-2". codierende natOrlfche DNA-Sequenz ist aus der 
europaischen Patentanmeldung mit der VerSffentlfchungsnummer EP-A1-0 091 539 bekannt Die dort 
aufgefOfirte Uteratur bezieht sich auch auf Mluse- und Ratten-IL-2. Diese Sauger-DNA kann zur Synthase 
der erfindungsgemaBen Proteine herangezogen warden. ZweckmaBiger geht man jedoch von einer syntheti- 
schen DMA aus. besonders vorteilhaft von der DNA fUr Human.|L-2. die in der (nicht voiver5ffentlk:hten) 
deutechen Offenlegungsschrift 34 19 995 (enteprechend der unter der Nummer 0 163 249 ver6fffentifchten 
europSischen Patentanmeldung) vorgeschlagen wurde. Diese synthetische DNA-Sequenz ist im Anhang 
wiedergegeben (DNA-Sequenz I). Diese synthetische DNA hat nfcht nur den Vorzug. <SaB^ \n der Codon- 
WWil auf die Gegebenherten des am hSufigsten verwendeten Wirte. E. coli. abgestimmt ist. sondem sie 
enthaft auch eine Reihe von Schnrttstellen fOr Restriklionsendonucleasen. von denen erfindungsgemSB 
Gebrauch gemacht warden kann. In der Ibigenden Tabelle 1 ist eine Auswahl der geeigneten Schnrttstellen 
am Anfang bzw. in der Regkm des 100. Triplette wiedergegeben. Hieiduich ist iedoch nicht ausgeschlos< 
sen, daB in dem dazwischenliegenden Berek^h VariatkMien in der DNA vorgenommen werden. wobei von 
den in der vorstehend genannten Patentanmeldung aufgefUhilen weHeren Schnittetellen Qebrauch gemacht 
warden kann. 
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Tabeiie 1 



1 Restriktionsenzym 

1 


Erkenmwigssequenz 


Position des erstsn Nudeotidsn 
der Erkennungssequenz 
(codlefender Strang) 


Aha H. Ban 1, 


5' 3' 




Hae 11, Nar t. 


GGCGCC 


8 


Ban II, Sac 1, Sst 1 


GAGCTC 


291 


1 Hhal 


GCGC 


9 


1 Hint 1 


GACTC 


3, 


Pvul 


CGATCG 


346 


TaqI 


TCGA 


387 



25 



30 



35 



tJ^JThSZ ^^.^ "« Sac I Oder art I Gebrauch gemacW, so erhSIt man oine IL-2- 

AminotAunen codiert Diese LSnge ist im aJIgemeinen ausreichend. urn ein 
K H.!^ ^" ^^"^ Schvwriaslichkejt. beispielsweisa bei einem gmvOnschten 

hydrophilen eukaryotischen Protein, noch nicht ausreicM. man aber - urn so wenig "Ballast- wiemSglich zu 
ll** T *!f" C-Tsrtninu. liegenden SchnHMellen Gebrauch machen will, so kann 

man durch enteprechende Adapter bzw. Unker die DNA-Sequenz am N- undAxler C-terminal^ ^e 
vedSneem und so den •Ballast--Anleil -maBschneSdem'. Man kann natUrllch auch die oHi-sSuenz 
'HHr.^ •*» ""^ ^ ""^ ""d 80 - gegebenenfalle modifizieftes • blologisch aklives IL-2 

^J^^?^ "ffunWioneltes Protein erzeugen. das IL-2 Wirkung zusStzltoh zur 

Winoing des codierten Proteins zelgt 

Es werden somit Fusionsprolaine der allgemeinen Formel eingeeelzt 
Met-X-Y-Z (la) 



4S Oder 



Met-Z-Y-X (lb) 



60 



LJ^L^h"" ?f AmlnosHurefolge der etwa 100 ersten AminosSuien von voougsweise 
m«w*lKhem IL-2 b^eutet, Y eine direkte BIndung bedeutet falls die zum gewOnsdrten ProSn^SH 
^Z^^'^^Z.^^H^a^'"^"^ Abspaltung des gewUnscbten Pioteins ermSglteht. Oder 
rifo'S^^,'^ ^'Z.^^^ ""^^ Oenelisch codierbaien Aminosaure;. das die 
SSSLSSS'SSle'r ^^^^'^ Aminosauren is. die (Or das 

mxJIIh H*" ^r!^'* - und wfe es auch schon voretehend erwahnt wurde - ist es 

^S^' T ®!!^^.'^" "** ^^'^ "--^-Ante" Expwssfon zu bringen. Zur Vereinla- 

H«!!^«"IL^^ ."" ^» «'«e MSglichkeit erliutert die der herM{mmlk:hen Methode 

zur Herstellung von Fusionsproteinen enlspricht Wenn also im fUgenden dIese -klassische- Variante 



3 



10 



20 



26 



56 
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beachrieben wW. soil die andere Attemative tiierdurch nicht ausgeschlossen werden. 

Die Spaltung dee Fusionsproteins kann in an sich befcannter Weise chemisch Oder enzymaliach 
erfolgen. Die Wahl der geeigneten Methode richtet eich vor allem nach der Aminosauresequanz dea 
gewOnscWen Proteins. Wenn dieses betspielsweise kein Mettiionin enthiK. kann Y Met bedeuten worauf 
eine chemische Spaltung mit Chlor- Oder Bromcyan erWgt. Steht Im Bindeglied Y am Cartwxyt'erminus 
Cystein oder stem Y fOr Cya. so kaim eine enzymaiisclie Cystein-spezifische Spaltung oder eine chemische 
spaltung, beispielsweise nach spezifischer S-Cyanylierung, foigen. Steht im BrOckenglied Y am Carboxyter- 
minus Tryptophan oder Y fUr Trp. so tann eine chemische Spaltung mit N-Brom-succinimkl erfokien 
Proteine, die in Ihrer Aminosauresequenz nicht ' 

Asp-Pro 

enthalten und hinreichend sSuresiabil sein. kSnnen in an sich bekannter Weise proteoiytisch gespalten 
wenleo. Hierdurch erhlH man Proteine. die N-termlnal Prolin bzw. C-terminal AsparaginsSure enthalten Auf 
J6 diese Weise konnen also auch modifizierte Proteine eynthetisiert werden. 

Die Asp-Pro-Bindung kann noch sSuielabliler gestaHet werden, wenn dieses Brtlckenglied (Asok-Pro 
bzw. Glu-(Asp)„-Pro ist, wobei n 1 bis 3 bedeutet 

Das Fusionsprotein wird durch Expression in einem geeigneten Expresskmssystem in an sich bekannter 
wane gewonnen. HierfUr eignen SKh alle bekannten Wirts-Vektor-Systeme, also beispielsweise SSugerzel- 
len und Mikioorganismen. beispielsweise Hefen und vorzugswelse Bakterien, insbesondere E coli 

Die DNA-Sequenz, die fOr das gewOnschte Protein codiert. win! in beiwinter Weiae in eitisn Vektor 
eingebaut. der in dem gewahttan Expresskmesystem eine gute Expresskm gewahrMstet 

In baktsriellen Wirten wBhlt man zweckmSBio den Promotor und Operator aus der Gruppe lac, tac. trp. 
Pl Oder Pr des Phagen X, hsp. omp oder einen synthetischen Piomotor, wie sie boisp i elsweise in der 

34 30 683 (Europaische PatentanmeMung mit der VerSffemitehungsnummer 
0 73 149) vorgeschlagen sind. Vorteilhaft ist dto tac Promotor-Operator-Sequenz. dto inzwischen handeis- 
QWi^ ist (Z.B. Expressionsvektor pKK223^. Phamjacia, "Molecular Biologicals, Chemtoals and Equipment 
for Molecular Btotogy", 1984. S. 83). 

Bei der Expresskm des erfindungsgemaBen Fuskmsprateins Irann es skih als zweckmasig erweisen 
30 einzelne Tripletls der ersten Aminoa8uren nach dem ATG-Start-Codon zu verandem. um eine eventuelle 
^Mnpaarung auf der Ebene der mRNA zu verhindem. Solche VefSnderungen. ebenso wie Veranderungen 
Datebonen Oder AddHkHien einzelner Aminosauren im IL-a-Proteinantail. sind dem Facftmann geiaufio und 
ebenfalls Gegenstand der Eifindung. ^ 
In den folgenden Beispielen und in den Figuren wird die Erfbidung nBher erffiutert. Hierbei beziehen 
36 sicli Figur 1 und deren FMsetzung. Figur la. auf die Synthesa des Ptesmids pK360. das fOr ein 
Fusionsprotein codiert wetehes die Hinjdinsequenz aufweist; 
Figur 2 und ihre Fortsetzung. Rgur 2a. betreffen die Symhese des Plasmids pK410, welches ebentalls 
for ein Fusionsprotein mH der Aminosauresequenz des Hirudin codiert; 

Rgur 3 auf die Synthese des Plasmids pPHlOO, wefches fUr ein Fuskmspralein mit der Aminosiurese- 
40 quenz des Hirudin codiert. 

^t^Z'N^£^^iem^ maasiaboeiecht ge»richnet. vor aUem bei der Wtodergabe der PolyHnhar 

Beispiei 1 

Durch inserton des lac-Repressors (PJ. Farabaugh. Nature 274 (IBfTS) 786-789) in das Plasmid pKK 

PatenttmneUung P 35 26 995J>, Beispiei 8. Rg. 6). Dieses wird an der singuiaren Restrikbonsstelle fUr Ava 
I geBfhiet und m an SKh bekanmer Weise durch Exonudease-Behandlung um etwa 1000 bp verMeinerL 
^h?"^"^ "^"^ ^^^^ <2). (Rgur 1) erhalten. in dem daa lao-^presaorgen 

;s!SS?piSS':Ji:^ ^ ^ Kbpienza^vrs 

PI JHU^'SJSL,'''*""'?' P'S^f-^^'"™' '"^ von dem vorstehend erwahnten handeisablichen 
SS^^I^:^. ""'l <te8 erhaltene Produkt anatog verkUrzen. 

Das Plasmid pEW 1000 (2) wird mH den Restriktk)n3enzymen EcoR I und Sal I geSffnet (3) 
, codierende Plasmid (4). hergesteitt gemas deutscher Offenlegungssctirift 34 29 430 

PatentanmeWung mit der Verfiffentlichungsnummer 0 171 024). Beispiei 4 (Figur 3). wild mit 
den Restnktionsenzymen Acc i und Sal I geflffhet und das Maine Fragment (5). das zum^Blen tS Z 
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Hirudin-Sequenz entnait. isoliert 

Da8 Plasmid pl59« (6). hergestellt gemfiB deutscher Offenlegungsschrifi 34 19 995 (europgische 
PaJemanmeWunfl mil der Verfilfentlichunowummer 0 163 249). Beispiei 4 (Rgur S). wird mft den 
RestnMionsenzyinen Eco HI und Pvu I ge6finet und das Meine Fragment (7) isoliert das den grfisten Tell 
derlLg-Sequenz enthalL Oiese Tellsequenz und im folgenden auch andem verkOizte IL-2 Sequenzen sind 
in den Figuren mil "AIL2' bezeichnet. 

AnschlieBend werden die Sequenzen <3), (5). (7) sovrie die synflietische DNA-Sequenz (8; Figur la) mit 
T4-Ugase behandelt Man erhitt das Plasmid pKSeo (9). ' 

Kompetente E. coli-Zellen werden mil dem Ugalionsprodukt iransformiert und auf NA-Platten. die 25 
ugAnl Ampiallin enthaKen. ausplatiiert. Oie Plasmid-DNA der None wird mitlels Restriktions- und Seauenz- 
analyse diarakterisiert. ■«»h««"k 

Bne ObemachHoiltur aus E. coll-Zellen. die das Plasmid (9) enthalten. wird mit LB-Medium (J. H Miller 
Genetics. Cold Spring Hartjor Laboratory. 1972). das 50 ugAnI Ampicillin enthfilt! 
inn Verhaitnis von etwa 1:100 verdOnnt und das Wachstum Qber OD-Messung verfolgt. Bei OD = 05 win! 
d» SchUttelkultur auf 1 mM Isopropyl-fl-galactopyranosid (IPTG) eingeslellt und die Bakterien nach 150 bis 
n",T»f ^^^^'^^ ® ^ Puffermischung (7M Hamsioff. 0.1% 

SDS. 0.1 M Natriumphosphal. pH 7.0) gekocht und Proben auf eine SDS^Selelektrophoreseplatte aufbetra- 
gen Nach BeMrophorese wird aus Bakterien. die das Plasmid (9) enthalten. eine Proteinbande erhalten. die 
erwartBten Fusionsproteins entspricht. Nach AufschluB der Bakterien (French Press; •Oyno- 
MUhle) und Zentrrfugabon befindet sich das Fusionsprotein im Niederschlag. so daB mit dem Oberstand 
bererts erhebltehe Mengen der Ubrigen Proteine abgetrenm wenien kSnnen. Nach Isollerung des Fuskms- 
proteins wird durch Bromcyan-Spattung das erwaitete HIrudin-Peptid fraigesalzt. Dieses wird nach Isolie- 
mng durch Protein-Sequenzanalyse charaklerisiert. « n»cn whb. 

Dteangegebenen Indukttonsbedingungen geiten fUr SchOttelkuHuren; bei grdBeien Fermentatonen sind 
entspnchend veiilnderte OD-Weite und gegebenenfails tewm variierte IPTG-Ktonzentrationen zweckmasig. 

Beispiei 2 

Ji^I^f^^l ^"^^"^ Accl geOffhet und die Qberstehenden Enden mH Klenow^Polymeiase 

HlSS^S^JS eS^ ^ ' '^'^ Fiagmert (10) isoliert das den grdBten Tail der 

m^^Z^^^T ^ ResMkdonsenzymen SacI und Sma I geaifnt und das 

D. J^"^ (10) und (11) 2um PlasmM pK 400 (12) (Fig. 2) ligiert. Das 

des so erhaMiehen Hirudin-Derivats hervorgehoben vyiid. 

Das PlasmkI (4) (Rgur 1) wird mit den Restriktionsenzymen Kpn I und Sal I geSffnet und das kleine 
Fragment (13) isoliert. das die Hirudin-Teilsequenzenthait «« unu «w weme 

ir ^J^!^ ^^^^ Restriktionsenzymen Hinc II und Kpn I umgeselzt und das kMne 

Fragment (14) isoliert. das die Hinjdin-Teilsequenz enthStt. 

in Ji! ^ ^'^^115.*'"' ' 9~P^' En'len mit Ktenow-Polymerase 

iti «ner filHn-Reaktron aul^m und mit Sal i geschnitten. Man ertiSH das Derivat des Plasmids pK360 

Durch Ligieren der Fragmente (3). (13). (14) und (15) erhSIt man das Plasmid pK410 (16). das in der 
J^^^^aa^.^^^ "'^ Wiedergaba die Aminosaureldlge des FustonspraMns 

und damit des nach saurespaftingerhaltenenHirudin-OeriwalserkBnnenliBt 

Nach Brpression und Aufarbeitung gemfiB BetspkH 1 erhSK man ein neues Hirudin-Derivat das in den 
PMitonen 1 und 2 die Aminosauren Prolin und Histidin aufwelst. Dieses Hirudin-Derivat zeigt die gkHche 
2nSl.Su^i; ^"^r, Offenlegungsschrifi 34 29 430. das in diSn Poionen 

^ " »^"* ^ *»arm von AminopepUdasen. 

woraus sich Voneile bei der in^rtvo-Anwendung e^eben k»nnen, 

Beispiei 3 

Ff^nZl^^tm^T' r'"* Restriktionsenzymen Taq I und Eco Rl geSffnet und das Maine 

Fragment (43) isoliert. Dieses Fragment wird mil der synthetisierten DNA-Sequenz (44) und den Seamentan 

^l^TSlT- "T" P'^" ^ «>iFu»ioniprolein. bei iSS^dS 

erslen 132 Aminosfiumn des IL-2 das BrQckenglied Asp^ro und hlemri die AminosSuw^ «« SLdI 
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foigt. Die proteolyti&che SpaHung Itefert somit ein modrfiziertBS. biologisch aktives IL-2'. in dem in Position 
133 an Stelle von Thr Asp enthatten 1st. und ein Hinidin-Derivat, das N-terminal Pro vor der AminosduiBse- 
quenz des Naturprodukts enthSrt. Auch dieses Produkt ist biotogisch aktiv und im Veigleich zu dem 
Naturprodukt stabiler gegen den Angriff von Proteasen. 

s 

PatentansprUcha 

Patentanspruch lUr folgande Vartragsataaton : BE, CH, DE, FR; QB| IT, LU, NU SE 

1. Hirudinderivaie, gekennzeichnet durch eine AminosSurefolge, die N-tenminal mit PnhHis Oder Pro-Thr 
w beginnt. 

Patontanapruch lUr tolgamto Vaftragsataatan : AT, ES, OR 

1. Verfahren zur Herstellung von Hirudindeiivaten. dadurch geicennzeichnet dafl die Anrtinosdurefolge des 
75 Hirudinderivats mit Pro-His Oder Pro-Thr-beginnt. 

Claims 

aalm for tha following Contraetino States : BE, CH, DE, PR, QB, IT, U, LU, NL, 8E 

20 1. A hinjdin derivative which has an amino-acid sequence starting at the N terminus with Pro-His or Pro- 
Thr. 

Claim for tha followino Contracting SMas : AT, ES, QR 

26 1. A process for preparing hirudin derivatives wherein the amino-acid sequence of the himdin derivative 
siarts with Pro-Hls or Pro-Thr. 

Ravandlcatlona 

Ravandlcatlon pour las Etats contradants aulvaiita : B& CH, DE, FR, QB, IT, U, LU, NL. 8E 

30 

1, D^riv^ d'himdine. caract^ris^ par une s^uence d'aminoacides qui commence, k I'extf^mitA N- 
tenminale, par Pro-His ou Pro-Thr. 

Ravandlcatlon pour las Etats contractanto suhrants : AT, ES, QR 

35 

1. Proc^ pour la production de d^riv^s d'hirudine. caraddrisd en ce que la s^uence d'aminoacidee du 
d^rivd d'hirudine commence par Pro-His ou Pro-Thr. 
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l-Kpnl ^ 
2.Sal 1 



(Thr) Stp 

C_(uj.,5_g/, TAA TAG AGC fCG 

CA TGG ATT ATC TCG AGC AGC T 

(Kpnl) (13) (Sad) 



(12) 1. Hindi 



ZXpnl 



FIG. 2a 
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FIG. 3 
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